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论 D HPLC 技术在基因突变检测上的应用
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摘 　要 :D HPLC 用来检测 DNA 突变和单核酸多态性 ,可以取代传统分子生物学技术 ,不需要制备凝胶 ,检测 DNA 片
段做到了全自动、高效、快速、准确 ,在疾病相关基因突变检测方面提供了有效的技术手段 ,是一种快速有效的基因突变筛
查方法。
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1 　D HPLC技术原理
变性高效液相色谱 (D HPLC) 是一种高通量、自动化的
基因突变检测技术。该技术已在医学、癌症、药物等研究领
域开展应用 ,与 SSCP 和 DNA 直接测序等突变检测技术相





DNA 的单拷贝均可通过 PCR 反应大量扩增 ,杂合子个体
的 DNA 经扩增产生异源双链 ,由于错配位点的氢键被破
坏 ,因此在异源双链上形成“鼓泡”,导致它与纯合子个体的
DNA 扩增产物 ———完全匹配的同源双链的解链特征不同。
















Y染色体单核苷酸多态性位点 ( SNP) 以进行人种进化的遗
传性研究 ;此后还用于筛查致病基因突变位点、分析单核
苷酸多态性以及基因启动子 Cp G岛甲基化修饰改变等研
究 ;因其灵敏性及准确度均较高 ,操作实现了半自动化 ,检
测周期短、费用低 ,尤其适合于基因结构复杂而无突变热
点或突变频率低于 20 %的单基因变异 ,以及多基因致病突
变。
(1)散发性卵巢癌 p53 基因突变定位于 17 染色体的
p53 基因是目前研究得最广泛的抑癌基因 ,迄今发现的人类
肿瘤的 2500 种基因突变中 ,p53 蛋白的 393 个氨基酸就有
280 个位点存在突变 ,其直接的后果是导致氨基酸的改变 ,
最终使 p53 蛋白失活 ,丧失抑癌作用。杜明和丰有吉 ,利用
D HPLC 来检测 50 例散发性卵巢癌 p53 基因外显子 5. 8 的
突变 ,18 例突变都可以使用 D HPLC 的方法发现 ,没有假阳




D HPLC 对 39 例胃癌组织及血清中 p53 基因突变进行检
测 ,并测序验证。在他们的研究中 p53 基因的突变率为
21 %(8/ 39) ;其中肠型胃癌突变率 40 % (6/ 15) 明显高于弥
漫型胃癌 8. 33 %(2/ 24) ( P < 0. 01) ;发现既往未见报道突变
3 例。这充分说明了 D HPLC 是一项较好的检测胃癌组织
中基因突变的筛查方法
(3)汉族人 I 型多囊肾致病基因突变张树忠等人 ,通过
采用 D HPLC 技术检测汉族人常染色体显性多囊肾病 (AD2
P KD) Ⅰ型致病基因 P KD1 的突变 :以来源于 19 个 ADP KD
家系的 67 名成员血样标本的基因组 DNA 为模板 ,通过长
链 PCR 和巢式 PCR 联合扩增的方法扩增 P KD1 全编码区 ,
然后采用 D HPLC 方法进行初步筛查 ,将存在异常色谱图的
扩增产物经核苷酸测序 ,确定突变的具体位点和类型 ,共检
测出 14 个致病突变 ,包括 10 个错义突变、1 个插入突变、1
个缺失突变、2 个无义突变。他们实验结果充分说明了 D H2
PLC 方法可以作为更为有效筛查汉族人 ADP KDP KD1 突
变位点的检测途径。
(4)乳腺癌 BRCA1 基因突变 BRCA1 基因为“乳腺癌 1
号基因”,位于 17q21 ,有 22 个编码外显子。目前已经发现
约 40 % - 50 %的遗传性乳腺癌和卵巢癌患者 BRCA1 基因
发生突变。李丹等利用聚合酶链反应 PCR 扩增 BRCA1 基
因 ,该扩增产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后 ,直接进行 D H2
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9 种乳腺癌患者可能发生的突变类型 ,为今后临床应用 D H2
PLC 对高危人群 BRCA1 基因进行早期基因检测提供了 9
个位点 ,所有 DP HLC 检测显示峰型异常的样品经测序证明
均存在突变或者 SHP ,证明该技术阳性检测率为 100 % ,且
具有操作简单、快速、敏感、准确且经济等特点。
3 　D H PL C 技术与其他技术在突变基因诊断中的联
合应用
目前在核酸分析领域与 HPL C 联用的检测手段有紫外
(ult raviolet photometric detector , UV) 、荧光 (fluorescence






溴化乙锭是有毒物质。Scaiano 实验室开发出 SYBR Green
染料不仅具有更好的灵敏度 ,而且使用更安全。激光诱导
荧光是目前灵敏度最高的检测方法之一。Hecker 等采用荧
光标记 PCR 引物、激光诱导荧光方式进行检测 ,证明 D H2
PLC 方法可以区别含量相差 500 倍的两个等位基因 ,这使
多份样本的混合检测成为可能。同时荧光标记单链 ,使色
谱图的解释变得更加容易。美国 Transgenomic 公司在
WAV EOR 核苷酸片段分析系统技术平台基础上 ,开发出一
种后荧光检测技术。在所有分析条件不变的情况下 ,被检
测的核酸片段经 D HPLC 分离之后在混合室中与荧光试剂
混合 ,然后进行检测 ,不仅可以提高灵敏度上百倍 ,而且不
需要昂贵的荧光标记引物。近年来电喷雾离子化 - 质谱
( EIS - MS) 作为一种重要的结构分析工具与 IR - RP -
HPLC 联用也已应用于核酸分析领域 ,该联用技术不仅可
以确证被分离的单链 DNA 的成分特性 ,还可以确证扩增的
PCR 产物的基因型。众所周知 ,在核酸的质谱分析中为了
获得高置信度的分析结果 ,对分析物进行适当的脱盐和去
除小分子量杂质是必不可少的 ,这也正是 HPLC - MS 的魅
力所在 ,但质谱的高成本使该项技术较难推广使用。
4 　总结
D HPLC 用来检测 DNA 突变和单核酸多态性 ,可以取
代传统分子生物学技术 ,不需要制备凝胶 ,检测 DNA 片段
做到了全自动、高效、快速、准确 ,在疾病相关基因突变检测
方面提供了有效的技术手段 ,是一种快速有效的基因突变
筛查方法。D HPLC 技术也有不足之处 :对 PCR 要求很高 ;
不能直接检测出纯合突变 ,只能提供个体样本有无突变的
信息 ,但无法得出具体的突变类型 ;当有多个片段需要检测
时 ,由于有多个解链温度 ,需要多步检测 ,增加了工作量等。
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简易数字存储示波器研究
李 　白 　舒鹏飞 　杨静竹 　孟 　斌
(武汉大学 ,湖北 武汉 430079)
摘 　要 :基于 MCU8051 和 FP GA 的控制平台 ,采用实时采样与等效采样两种方式实现了对频率为 10 Hz - 10M Hz 的
波形数据的实时采样 ,存储与回放。做到垂直灵敏度含 1v/ div ,0. 1v/ div 和 2mv/ div 三档 ,扫描速度含 20ms/ div ,2uv/ div ,
100ns/ div 三档。系统的频率测量精度达 0. 001 Hz ,电压测量精度达 0. 05V。自带 100 KHz 方波信号为系统测频时钟与电
压基准源的进行自动校准 ,此外 ,还实现了对波形数据的单次触发存储与调出功能和 AU TO 显示功能。
关键词 :数字存储 ;示波器 ;等效采样 ;实时采样
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1 　引言
数字存储示波器是 20 世纪 70 年代初发展起来的一种
新型示波器。这种类型的示波器可以方便地实现对模拟信
号波形进行长期存储并能利用机内微处理器系统对存储的
信号做进一步的处理 ,例如对被测波形的频率、幅值、前后
沿时间、平均值等参数的自动测量以及多种复杂的处理。
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